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(57) Abstract 

Use of at least one sphingoid or analogue, optionally in association with a chelating agent, as the a ^ ivc J"«'^ e "^ 
oreoarat on of a cosmetic sanitary or dermapharmaceutical composition for protecting skin and/or hair against the harmful ef- 
feToT^ b/heavy metals. Application especially in combatting the effects of ra pi d ageing of the slcin and 

lacklustre appearance of hair caused by atmospheric pollution. 

(57)Abrege 

Utilisation d'au moins un sphingolipide ou d'un analogue de sphingolipide, eventuellement en «sociation a v ec u n agent 
chelatant comme ingredient actif dans la preparation d'une composition cosmeuque, hygienique ou ^ ma P ha ™ ace "^" e J« s ;'- 
nee a ^££!% 'S* «/ou les cheveux confre les effets nocifs de la pollution de 1'atmosphere P? >" ^ 
t *n nSamment a la lutte centre les effets de vieillissement accelere de la peau et contre le manque de vgueur et I aspect teme des 

cheveux provoques par la pollution atmospherique. 
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Utilisation _de sphinjolipides^ dans k preparation dj une 
composition cosmetigue__ou_ de raaphai^c eu tljue. .proteg eant. la peau 
et les cheveu x c_ontr_e_ les_ effets. npcif s_de. la. pp llu t ion 
atmoepheriqu e. 

5 L' invention a pour objet l'utilisation de sphingolipides ou 

analogues, eventuellement en association avec un agent chelatant, 
dans la preparation d'une composition cosmetique , hygienique ou 
dermopharmaceutique protegeant la peau et les cheveux contre les 
effets nocifs de la pollution de 1' atmosphere par les metaux lourds. 
10 L' invention concerne egalement les nouvelles compositions 

cosmetiques, hygieniques ou dermopharmaceutiques ainsi obtenues. 

Les specialistes considerent actuellement qu'une des causes du 
vieillissement cellulaire est 1 'amoindrissement des capacites de 
defense contre les radicaux libres et les phenomenes d'oxydation 

15 qu'ils initient. 

On salt que la toxicite des polluants gazeux de l'air, tels que 
le dioxyde de soufre, 1' ozone et les oxydes d' azote, est liee 
notamment k leur activite d' initiateurs de radicaux libres qui 
provoquent chez les etres vivants des doomages cellulaires ; voir 

20 par exemple H.MEHLHORN et coll., Free Rad. Res. Comms., Vol.3, n° 

1, p. 193-197 (1987). 

Les cellules vivantes possedent divers moyens de defense contre 
les radicaux libres. En particulier, certains systemes enzymatiques 
(tels que les superoxyde dismutases ou SOD et les glutathione 
25 reductases ou GR) , detruisent les radicaux libres. 

On sait par ailleurs que les metaux lourds (plomb, cadmium, 
mercure) sont des polluants atmospheriques dont les emissions ont 
notablement augmente, notamment en milieu urbain ou industriel. 

Outre certains effets toxiques qui leur sont propres, les 
30 metaux lourde ont la propriete de dfcninuer 1'activite des moyens de 
defense cellulaire (SOD, GR) contre les radicaux libres ; voir par 
exemple R.S. Dwivedi, J. Toxicol. -Cut. & Ocular Toxicol. 6(3), 
183,191 (1987). 

Ainsi, les metaux lourds aggravent les effets toxiques des 
35 polluants atmospheriques gazeux en diminuant l'efficacite des 



WO 92/17160 



PCT/FR92/00302 



-2- 



i a a jif^co et provoquent une acceleration du 
moyens naturels de defense, ec pxovu H 

phenomene de vieillissement cellulaire. 

Cela est vrai en particulier pour la peau et le cuir chevelu, 
qu i sent en contact direct et permanent avec le milieu exterieur. 

Les effets nocifs des meteux lourds se traduisent nota^nt par 
un vieillissement accelere de la peau, avec un teint manquant 
d'eclat. et formation precoce de ride, «u ridules, et auss. par 
diminution de la vigueur et un i^t Vt.rv* 4** c-h*v«»*. 

I, ,„^,., invntioP a Pour objet de readier a ces effet,, 
0 rccifs du point de vue esthetique et/ou sanitaire, qui resultant de 
la pollution de l'air par les metaux lourds. 

^invention a done pour objet 1'utilisation d'au moins un 
sphingolipide ou analogue de sphingolipide comme ingredient actxf 
dans la preparation d'une composition cosmetique, hyg.en.que ou 
5 r»o P halaceutique destinee a proteger la peau et/ou les cbeveux 

■ 5 centre les effets nocifs de la pollution de r atmosphere par les 

^lipide utilise selon invention peut etre natural ou 
synthetique. On sait que les spbingolipides naturels component 
m differences classes de composes : les ceramides, les 

sphingomyelins, les cerebrosides . les sulfides et les 

gangliosldes. ceramides dont 

Par»l las sphingolipide. naturals, on dtara las car... 

on salt ou'ils sont las eonstituancs la. plus stents da. 
25 llpldas da la couche comee da 1'epider.e ; las cerebrosid, , las 
" ingo^eliuaa. la. sulfides at las gangliosldes s. »t pr. 

note-ant dans las s,»br.n.s callulairas das M -lfar. . I 

d.s car-ides at das cerebrosides co»*rciaux. Us sphingoids 

r^sont traits »ota»ent - H—- * 
x particular da pore, . da cer.e.u» da hovins, d'oeurs d. cellules 
" sanguines, etc. . . Us P»v«nt etre prepares nota^ant par 

ejection selon !.s precedes dacrits dans les de»andaa de braver 

l.ponais 86/260008 et 87/120308. „„_„, 
US spbingolipides utilises selon 1" invention sont nota-ent 

„ can* qui repond.nt a la formula (I) 

35 « CO-mCH(CH 2 OB 2 )-CHOH-R 3 «> 
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dans laquelle R represente un groupement alkyle, alcenyle, 
hydroxyalkyle ou hydroxyalcenyle ayant de 9 a 34 atomes de carbone, 
lesdits groupements hydroxyalkyle et hydroxyalcenyle pouvant etre 
esterifies par un acide gras, eventuellement insature, ayant de 9 a 
3A atomes de carbone, R., represente -H ou le reste d'un ose, 
d'une osamine, d'un oligosaccharide ou de la phosphorylcholine , 
ledit ose ou ledit oligosaccharide etant eventuellement substitue 
par un ou plusieurs groupements sulfates ou restes d'acide 
sialique, et Rj represente un groupement aliphatique 
eventuellement insature ayant de 10 a 25 atomes de carbone, ledit 
groupement aliphatique pouvant etre substitue en position alpha par 
un groupement hydroxy ou acyloxy dont l'acyle derive d'un acide 
gras eventuellement insature ayant de 9 a 3* atomes de carbone. 
L* acide gras eventuellement insature est par exemple 1' acide 
linoleique. Les oses ou motifs saccharidiques (generalement de 1 a 
A) sont choisis par exemple parmi le glucose, le galactose, le 
sulfogalactose, la N-acetylgalactosamine. La preparation de 
certains sphingolipides synthetiques repondant a la formule (I) a 
ete decrite dans la demande de brevet francais de la demanderesse 
deposee le 21 Fevrier 1991 sous le n° 91 02091, intitulee : 
"Ceramides, leur precede de preparation et leurs applications en 
cosmetique et en dermophannacie" . Ces composes sont prepares par 
acylation de la fonction amine d'une sphingosine ou d'une 
dihydrosphingosine. L'acylation est effectuee par exemple avec un 
chlorure d'acide, un anhydride mixte, un ester de paranitrophenol, 
un ester de N-hydroxysuccinimide , un ester de 

dicyclohexylcarbodiimide, un ester d'alkyle inferieur, ou encore un 
azolide tel qu'un imidazolide ou un pyrazolide. On peut citer, a 
titre de sphingolipides synthdtiques, 

la N-oleoyl dihydrosphingosine (formule I ou R^ "* C^K^, 

R =H et R 3 - C 15 H 31 > et 

la N-linoleoyl dihydrosphingosine (formule (I) ou ^ ■* 

C H , R - H et R - C^H^), ces composes pouvant 
etre 3 P repares notamment comme decrit dans la demande de brevet 
francais 91 02091 deposee le 20 Fevrier 1991. 
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Les sphingolipides commerciaux d'origine naturelle sent le plus 
souvent des melanges de different* types de sphingolipides, pouvant 
contenir en outre des phospholipides. 

Dans la exposition de ^invention, le sphingolipide peut etre 
associe a au moins un phospholipide. 

Parmi les analogues de sphingolipides, on citera en particular 
ceux qui sont decrits dans la demande de brevet Internationale 
WO 86/00015, dans la demande de brevet EP 277 6*1 et dans les 
demandes de brevet FR 86 09125 et 89 12*23. 

Dans les compositions prepares selon 1'invention, le 
sphingolipide ou analogue de sphingolipide est present fi une 
concentration de 0,05 a 2 % en poids, et en particulier de 0,1 a 
0,5 % en poids. 

L'invention aegalement pour objet un procede de preparation 
d'une composition cosmetique, hygienique ou dermopharmaceutique 
destinee a proteger la peau et/ou les cheveux contre les effets 
nocifs de la pollution de 1' atmosphere par les metaux lourds, 
caracterise par le fait que 1'on incorpore au moins un 
sphingolipide ou un analogue de sphingolipide, eventuellement en 
association avec un agent chelatant, dans un vehicule approprie. 

Pour preparer la composition de ^invention, on peut notamment 
dissoudre le sphingolipide ou analogue de sphingolipide dans un 
vehicule approprie, notamment une phase grasse, alcoolique ou 

— c< desire, la phase grasse est melangee 
hydroalcoolique. En outre, si desire, xa v 

a une phase aqueuse ou dispersed dans celle-ci. 

La composition obtenue est par exemple une emulsion, une 

emulsion gelifiee, une lotion hydroalcoolique ou oleoalcoolique , 

une dispersion vesiculate, une composition biphase, un spray ou 

une mousse aerosol. 

Ces compositions sont prepares selon les methodes usuelles. 
Elles se presentent notamment sous la forme de lait, de creme ou de 
composition bi-phase pour les soins de la peau ou des cheveux, ou 
encore sous forme de shampooing. Lorsoue les compostions obtenues 
selon Invention se presentent sous la forme de lait ou de cr me, 
i! s'agit d'emulsions du type eau-dans-l'huile ou huile-dans-1 eau, 
ou encore de dispersions aqueuses de spherules lipidiques 
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constituees de couches molecul aires organisees renfermant une phase 
aqueuse encapsulee. 

Lorsque les compositions sont des compositions bi-ph&ses, elles 
sont constitutes par une phase inferieure aqueuse et une phase 
5 superieure huileuse comprenant le sphingolipide. Le rapport, 
ponderal entre la phase inferieure et la phase superieure est 
compris par exemple entre 30:70 et 60:40. 

Lorsque la composition obtenue selon 1' invention se presente 
sous forme d'une dispersion vesiculaire, les lipides constitutifs 
10 des vesicules peuvent etre des lipides ioniques, non ioniques ou 
leurs melanges. 

Selon un mode de realisation particulier de l 1 invention, on 
utilise le sphingolipide ou analogue de sphingolipide en 
association avec un agent chelatant, c'est-a-dire avec un agent 
15 capable de former avec les cations metalliques soit des liaisons de 
coordination, soit des liaisons ioniques, Parmi les cations 
metalliques, on peut citer le plomb, le mercure et le cadmium, 
Parmi les agents chelatants formant des liaisons de coordination 
avec les cations metalliques, on citera notamment les derives 
20 phosphoniques, les acides polyiminoacetique ou polyaminoacetique 
tels que le DTPA(acide diethylenetriaminopentacetique) ; l'acide 
phytique ; les amides tels que le N f - 5- 4- 5- (acetyl- 
hydroxyamino)pentyl amino -1,4- dioxobutyl hydroxyamino pentyl 
-N-(5-aminopentyl)-N-hydroxybutane diamide ou deferoxamine, la 
25 polythiouree et les polyethylene imines. 

Parmi les derives phosphoniques, on citera en particulier : 
l'acide amino tri (me thy lenephosphonique) , l'acide 
1-hydroxyethylidene 1 , 1-diphosphonique, l'acide ethylenediamine 
tetra(m^thylenephosphonique) , l'acide hexamethylenediamine 
30 tetra(methy lenephosphonique) et l'acide diethylenetriamine 
penta(mSthylenephosphonique) , et leurs eels. 

Parmi les agents chelatants formant des liaisons ioniques avec 
les cations metalliques, on peut citer les alginates, de preference 
de sodium, et l 1 agarose. 

Dans la composition obtenue selon 1 ! invention, la teneur en 
agent chelatant est generalement inferieure a 1 % en poids. 
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La composition peut contenir par exemple de 0,05 a 1 % en 
poids, et en particulier de 0,1 a 0,3 % en poids de 1'agent 
chelatant. 

Les compositions obtenues selon 1' invention sont appliquees sur 
la peau, 1. cuir chevelu ou les cheveux en quantites et selon les 

methodes usuelles. 

Les exemples suivants illustrent 1' invention sans toutefois la 

limiter. 

EXEMPLE J. : CreM^rptectrlcej>our la peau 

in' a prepare selon les methodes usuelles une creme de 

composition ponderale suivante : 

v 0,9 

Tri-stearate de sorbitan 

Mono-di-tri-palmito-stearate de glyceryle 
vendu sous la denomination commerciale de 

"Monoglycerylstearate MGSB" par la Societe NIKK0L 3 

Myristate de myristyle 

Palmitate d'ethyl-2 hexyle 

Isoparaffine (6-8-moles d« isobutylene)hydrogenee 
vendue sous la denomination commerciale 

"Polysynlane" par la Societe NIPPON OIL FATS 2 » 5 

Sphingolipide 

0,25 0 , 

Complexant phosphonique (Dequest 2046) 

Dimethylpolysiloxane vendu sous la denomination 

"Volatile Silicone 7158" par la Societe UNION CARBIDE 5 

Alcool cetylique (C 16 90 %) 

Sterarate de polyethyleneglycol, polyoxyethylene ^ 
a 40 moles d'oxyde d'ethylene 



15 



25 



qs 

Conservateurs 

qs 

Parfum 



100 

Eau demineralisee sterilisee, qsp 

Le sphingolipide est celui vendu sous la denomination GLYC0CER 
par WAITAKI. 



WO 92/17160 



PCT/FR92/00302 



-7- 

Le complexant phosphonique Dequest 2046 est le sel de sodium de 
I'acide ethylenediamine tetra (me thylenephosphonique) vendu par 
MONSANTO. 

De facon analogue, on a prepare des cremes contenant, au lieu 
5 du Dequest 2046, l f un des chelatants suivants : DTPA et acide 
phytique. 

EXEMPLE 2 : Compositio n bi-phase 

Une composition bi-phase est obtenue en additionnant dans un 
10 flacon 50 % de la phase huileuse (A) et 50 % de la phase aqueuse 
(B) contenant les ingredient? suivants (parties en poids) : 

A. Phase hu ileuse 

Sphingolipide (GLYC0CER) 0,1 

15 Octyldode canol • ^ 

Dimethylpolysiloxane vendu sous la denomination 

"Volatile silicone 7158" par la Societe UNION CARBIDE 60 

Myristate d'isopropyle qsp 100 

20 B * Pnase aqu euse 

Condensat d'oxyde d' ethylene et d'oxyde de propylene 
vendu sous la denomination commerciale 

"Symperonic PE/F87" par la Societe ICI °> 5 

Dihydrogenophosphate de potassium 0,1 

oc Hydrogenophosphate dipotassique anhydre u » 

0 9 

Chlorure de sodium anhydre 

Propylene glycol 

0 3 

Dequest 2046 

Eau demineralisee ^ 100 



30 
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EXEMPLE 3 : Composition bi-phase 

Elle est similaire a celle de l'exemple 2, en remplacant le 
sphingolipide GLYCOCER par 0,1 g de N-oleoyldihydrosphingosine . 

E XEMPL E j> : Etude du role _ pr^ecteu^ vis-a-vis de la 
cytotoxicity induite pa r les metaux lourds 
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Ce test a ete effectue sur des cultures de fibroblastes et sur des 

cultures de kerstinocytes. 

On determine la cytotoxicite induite par des doses croissantes 
de metaux lourds (cadmium, plomb, mercure). 

On mesure la viabilite cellulaire par un colorant vital, .le 
bromure de 3-(4 ,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphen y l tetrazoliu*. ou 
MTT, compose jaune a l'etat oxyde, qui est reduit par les 
differentes enzymes mitochondriales des cellules vivantes er 
formazan bleu-violet insoluble ; voir F.Denizot et R.Lang, 
J. Immunol. Methods, 89, 271-277 (1986). 

Apres addition du toxique etudie, sous la forme de sel soluble 
(chlorure, sulfate ou acetate), a la culture cellulaire, on evalue 
la cytotoxicite au bout de 24 heures. 

Pour cela, on ajoute le MTT (a raison de 5 mg/ml) puis on 
provoque la lyse des cellules par addition d ' isopropanol contenant 
0,04 N HC1 qui solubilise le formazan produit. On evalue la 
quantite de formazan (qui est formee uniquement par les cellules 
vivantes) par spectrometrie a 570 et 630 nm. 

Par ailleurs, pour estimer les atteintes membranaires des 
cellules, on effectue un dosage de la lactodeshydrogenase (LDH) 
intra- et extracellulaire. Pour doser la LDH extracellulaire, on 
preleve une partie du milieu de culture et on utilise le kit 
BOEHRINGER (reference 124907). 

Pour doser la LDH intracellular, on elimine le milieu de 
culture puis on provoque la lyse des cellules par du TRITON 100 a 
0,2 Z. Le lysat obtenu est utilise pour doser la LDH 
intracellular a 1' aide du kit BOEHRINGER. 

L'agent chelatant etudie etait le DEQUES T 2046 vendu par 

MONSANTO. 

Le sphingolipide etait le GLYCOCER vendu par WAITAKI. 

Resultats 

a) Sur les fibroblastes : 

- Test MTT : 

Le sphingolipide denomme GLYCOCER , utilise dans les exemples 1 
et 2, a un effet protecteur vis-a-vis du cadmium et du mercure a la 
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dose de 5.10~* (Poids/volume : poids du produit commercial en 
g/volume (en ml) du milieu de culture (M.E.K) . 

La N-oleoyldihydrosphingosine a un effet protecteur vis-a-vis 
du cadmium et du plomb a la dose de 1.10 6 (poids/volume : poids 
du produit synthetique en g/volume (en ml) du milieu de culture 
M.E.M.) 

L'agent chelatant a un effet protecteur vis-a-vis du cadmium a 
la dose de 5.10~^ (vol/vol (volume du produit commercial en 
ml/volume du milieu de culture M.E.M. en ml)). 

- Test LDH : 

Le sphingolipide GLYCOCER a un effet protecteur vis-a-vis du 
cadmium, du plomb et du mercure a la dose de 5.10 
(Poids/volume). 

L'agent chelatant a un effet protecteur vis-a-vis du cadmium et 
du plomb a la dose de 5.10~ 5 (vol/vol) 



b) Sur les keratinocytes : 

- Test KTT : 

Le sphingolipide GLYCOCER a un effet protecteur vis-a-vis du 
cadmium et du mercure, .a la dose indiquee precedemment . 

Le chelatant a un effet protecteur vis-a-vis du cadmium a la 
dose indiquee prdcedemment . 

- Test LDH : 

25 Aux doses indiqu^es precedemment, le sphingolipide GLYCOCER a 

un effet protecteur vis-a-vis des trois metaux lourds Studies, et 
le chelatant a un effet protecteur vis-a-vis du cadmium et du plomb. 
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R £ V E K D I. _C A_T_I_ 0_K_ _S 

1. Utilisation d'au moins un sphingolipide ou d'un analogue de 
sphingolipide comme ingredient actif dans la preparation d'une 
composition cosmetique, hygienique ou dexmopharmaceutique destinee 
a proteger la peau et/ou les cheveux contre les effets nocifs de la 
pollution de 1* atmosphere par les metaux lourds. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee par le 
fait que ledit sphingolipide est un sphingolipide naturel. 

3. Utilisation selon la revendication precedente, caracterisee 
par le fait que ledit sphingolipide est choisi parmi les ceramides, 
les cerebrosides, les sphingomye lines , les sulfatides et les 
gangliosides. 

U Utilisation selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterisee par le fait que ledit sphingolipide est 
un sphingolipide synthetique. 

5 Utilisation selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterisee par le fait que ledit sphingolipide 

repond a la formule (I) ' 

R 1 CO-NHCH(CH 2 OR 2 )-CHOH-R 3 <D 

dans laquelle *. represente un groupement alkyle, alcenyle, 
hydroxyalkyle ou hydroxyalcenyle ayant de 9 a 34 ato.es de carbone, 
lesdits groupements hydroxyalkyle et hydroxyalcenyle pouvant etre ^ 
esterifies par un acide gras, eventuellement insature, ayant de 9 a 
34 atomes de carbone, R, represente -H ou le reste d'un ose, 
d'une osamine, d'un oligosaccharide ou de la phophorylcholine, ^ 
ledit ose ou ledit oligosaccharide etant eventuellement substitue 
par un ou plusieurs groupements sulfates ou restes d' acide 
sialique, et R. represente un groupment aliphatique 
eventuellemenAnsature ayant de 10 a 25 atomes de carbone, ledit 
groupement aliphatique pouvant' etre substitue en position alpha par 
un groupment hydroxy ou acyloxy dont 1'acyle derive d'un acide 
gras eventuellement insature ayant de 9 a 34 atomes de carbone. 

6 Utilisation selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterisee par le fait que ledit sphingolipide ou 
analogue de sphingolipide est employe en association avec au moms 

35 un phospholipide. 
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7. Utilisation selon l'une quelconque des revendicat ions 
precedentes, caracterisee par le fait que ledit sphingolipide ou 
analogue de sphingolipide est present dans la composition a une 
concentration de 0,05 a 2 % en poids, et en particulier de 0,1 a 
0,5 % en poids. 

8. Utilisation selon l'une quelconque des revendicat ions 
precedentes, caractPiis£e par le fait que ledit sphingolipide ou 
analogue de sphingolipide est dissous dans une phase grasse, 
alcoolique, oleoalcoolique ou hydroalcoolique . 

9. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterisee par le fait que ladite composition est 
une emulsion, une emulsion gelifiee, une lotion hydroalcoolique ou 
oleoalcoolique, une dispersion vesiculaire, une composition 
bi-phase, un spray ou une mousse aerosol. 

10. Utilisation selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterisee par le fait que ledit sphingolipide ou 
analogue de sphingolipide est utilise en combinaison avec un agent 
chelatant. 

11. Utilisation selon la revendication pr£cedente, caracterisee 
par le fait que ledit agent chelatant est choisi panni les derives 
phosphoniques, le DPTA, l'acide phytique et la deferoxamine. 

12. Utilisation selon la revendication precedente, caracterisee 
par le fait que ledit derive phosphonique est choisi parmi l'acide 
aminotri (methylenephosphonique) , l'acide 1-hydroxyethylidene 
1,1-diphosphonique, l'acide ethylenediamine 

tetra (methylenephosphonique) , l'acide hexamethylenediamine 
tetra (methylenephosphonique) et l'acide di£thylenetriamine 
penta (methylenephosphonique) , et leurs sels. 

13. Utilisation selon l^ne quelconque des revendications 10 a 
12, caracterisee par le fait que ladite composition contient de 
0,05 a 1 Z en poids, et en particulier de 0,1 a 0,3 % en poids 
dudit agent chelatant. 

14. Procede de preparation d'une composition cosmetique, 
hygienique ou dermopharmaceutique destinee a proteger la peau et/ou 
les cheveux contre les ef fets nocifs de la pollution de 
l 1 atmosphere par les metaux lourds, caracterise par le fait que 
l'on incorpore au mo ins un sphingolipide ou un analogue de 
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sphingolipide, eventuellemmt en association avec un agent 
chelatant, dans un vehicule approprie. 
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